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Abstract: In the presence of molybdate， nontransformed androgen receptor was 
isolated from rat testis cytosol fraction applied on 5α-dihydrotestosterone affinity column 
CFPLC system)with the one-step method. These androgen receptor complexes consisted of 
five major proteinsC90-kDa， 80-kDa， 68-kDa， 52-kDa and 47-kDa)and reacted to 52-kDa 
protein with anti-androgen receptor antibody on nitrocellulose membrane， but not to 80-
kDa. Recently， constituents of nontransformed androgen receptor， except for hormone 
binding proteins， are thought to be heat shock proteins， so that 90-kDa and also 47-kDa may 
be heat shock proteins. Sixty-eight-kDa is thought to be proteins contaminated through 
isolation method and to be bovine serum albumin. The acceptor proteins in nuc1eus against 
nontransformed androgen receptor are histone H3 protein confirmed by western blot 
analysis so that in the nuc1eus， rat testis androgen receptor may be localized on histone H3 
of nuc1eosome core and stand by near hormone responsive elements for ligand activation 
processes. 
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(a) High-mobility group prot巴msはGoodwinら18)
の方法によク抽出した.約 100grのラット肝臓を約 3倍
量(v/v)の氷冷した 5% perchloric acid(PCA)を加え氷
冷しながら Waringblenderでmaximumspeed， 3分




に最終濃度 18%になるように 100% Trichloroacetic 
acid(TCA)を加え，これを 4.500Xg4 'C15分遠心し沈










れに 0.25N H，SO，を加え，氷冷中で 1時間撹枠し，





Sodium laurylsulfate polyacrylamide gel electro. 
phoresis(SDS-P AGE)はLaemmliの方法20)により行っ
た.各試料は 10mM  Tris -HCl(pH 8.0) -1 mM  
EDTA-1 % SDS-5 mMβmercaptoethanolに溶か
し， 90'C 1分間加熱し，不溶性のものがあれば固形 Urea
を加えて溶かした. Stacking gelは1.1mlの44.4% 
polyacrylamide-1.2 % bisacrylamide， 2.5 mlの 0.5M
Tris-HCl(pH 6.8)， 6.2 mlの蒸留水，各々 100μlの10
% sodium laurylsulfate， 10 % ammonium persulfate， 
10μlのTEMEDを加えた runninggelは12% poly. 
crylamid巴 gelを作成した. 4.9mlの44.4% polya-
crylamide-1. 2 % bisacrylamide， 4.5 mlの 1.5M Tris 
HCl(pH8.8)， 8.25mlの蒸留水，各々180μlの 10% 
(382) 中 山正成




Phosphorylase B(106， 000)， Bovine serum albumin 
(80，000)， Ovalbumin(49， 500)， Carbonic anhydras巴
(32，500)， Soybean trypsin inhibitor(27， 500)， 
Lysozyme(18，500).泳動緩衝液は 0.05M Tris-HCl-
0.4 M glycin-1 % SDS(pH 8.5)を用い，泳動はマーカ
ー(Bromophenolblue， BPB)がゲノレ下端に来るまで行
った. ゲノレの染色は 2.5% Coomassie Brilliant Blue 
(R 250)， 50 % methanol-5 % acetic acidで 20時間染
色し， 7.5 % acetic acid-5 % methanolで脱染後， 40% 




monoclonal (Rat)anti-androgen receptor antibody 
(IgG) (Clone ANl-15) (Affi. Bioreag巴nts，Co. Ltd.)10 
μlを5mlの5nmコロイド金溶液に加え 3分後， 5% 
polyethylene glycol(非20，000)を 0.15ml加え， 26，000 
rpm 4 'C40分間遠心し，上清を出来るだけ除き， 1ml 
の0.05% polyethylene glycol-5 % glycerol-O. 01 % 
NaN3に再懸濁し，同液を含む 10-20% glycerin linear 
density gradientに重層し，目立 RPS40T rotorで





85) (Schleicher & Schu巴lCo. Ltd.)を25mMTris 
HCl， 192 mM  glycin， 20 % methanolのプロッティング
緩衝液に 15分間浸し，毛細管式プロッティングを室温下
で 20時間行った. nontransformed androgen rec巴ptor
を泳動したレーンをスライスし， 1 % Bovin巴 serum
albumin -PBS (pH 7.4)に15分間置き， 0.05 % Tween 
20-PBS (pH 7.4)で洗浄後，希釈したコロイド金標識抗
アンドロゲンレセプター抗体と 4'C20時間反応させ，






を 12% SDS-P AGEで泳動後，前述の毛細管式ブロッテ
ィング法で nitrocellulos巴m巴mbraneに転写した. 0.05 
% Tween -20-PBS (pH 7.4)で 15分 3回ブロッキング
と洗浄をして 5nmコロイド金標識 nontransformed
androgen receptorと 4'C20時間反応後， 0.05 % 
Tween-20-PBS(pH 7.4)で一晩3回洗浄した.
結 果
モリブデン酸存在下で 5a -dihydrotestosterone 
affinity columnを用いてラット精巣より非活性型複合
体を中山ら1)の方法で単離した.これを 12% SDS slab 
gelで分析し， Comassie brilliant blueで染色した. こ
のゲノレを脱色後 40%アルコールにつけて，銀染色を行っ
た結果が Fig.1に示しである.Coomassie brilliant blu巴








Fig. 1. SDS-PAGE analysis of nontransformed an-
drogen receptor complexes prepared from rat 
testis cytosol in the presence of molybdate. 
Androg巴nreceptor compl巴xesconsist of five 
maj or proteins， some of them ar巴 heatshock 
proteins (se巴 resultsand discussions) (Ian巴 2)，
and marker proteinsClane 1). Gel is stain巴d
with Coomassie brilliant blu巴 andthen silver 
stain(Iane 1 and 2). 












質画分は 5a -dihydrotestos七巴roneaffinity columnを
作成する際， ligandはbovineserum albuminと結合し







































Fig. 2. Western blot of rat testis nontransform巴d
androgen r巴ceptor complex巴s(NTAR)with 
colloidal gold lab巴ledmonoc!onal (Rat) anti 
-androg巴nreceptor antibody. After NT AR 
was gel巴lectrophoresis，it was blott巴donto 
nitrocellulose membrane目 Afterreaction with 
antibody to nitrocellulos巴 membrane，colloi 
dal gold was enhanced by silver stain kit(Jane 
2)， and 1巴fttwo lanes are mark巴rproteins， 




































Fig. 3. Western blot analysis of nuclear acceptor 
proteins against rat testis nontransformed 
androgen r巴ceptorcomplexes. Lan巴 1and 2 
were blotted nuclear proeins and reacted with 
colloidal gold labeled with nontransformed 
androgen receptor complexes (lane 2) and 



























ゲンレセプター複合体を 5a -dihyirotestosterone 
affinity columnで精製し，市販の抗体を用いて証明し


















hsp 56， hsp 70であると報告されている. hormoneが活
性化される際にはこれら熱ショツクタンパク質は遊離す
ると考えられており 26にまたこれらの機能は不明である













N ontransformed Androgen Receptorの核内受容体に関する研究 (385) 






















を離脱26)し， Fig目 4bの如くホルモンレセプターは dimer
を形成し叫， TATA boxの上流(-33bp)のhormon巴
response elem巴nts(HRE)(5'-GG T ACANNNTGTT. 
CT-3'， Nは塩基不定〉へ結合する.これが引き金となっ
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